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MOLECULES COMPORTANT AU MOINS UNE SEQUENCE PEPTIDIQUE 
PORTEUSE/ D'UN, OU PLUSIEURS, EPITOPE CARACTERISTIQUE 
D'UNE PROTEINE PRODUITE PAR P. FALCIPARUM DANS LE5 
5 HEPATOCYTES ET COMPOSITIONS LES CONTENANT . 

Les parasites responsables du paludisme chez 
1 • homine , dont notamment Plasmodium falciparum ou 
Plasmodium vivax pour ne citer que les principaux d'en- 
tre eux, presentent chez 1 ' bote humain des morphologies 

10 differentes et expriment des antigenes differents en 
fonction de leur localisation dans I'organisme de l*h6te 
infecte. Les differences morphologiques et antigeniques 
de ces parasites au cours de leurs cycles de vie chez 
I'homme, permettent de definir au moins quatre stades de 

15 developpement distincts. 

Le tout premier stade de developpement du para- 
site chez I'homme correspond a la forme sporozoite in- 
troduite dans le sang de I'hote, par piqures d'insectes 
porteurs du parasite. Le second stade correspond au pas- 

20 sage du parasite dans le foie et a 1* infection des cel- 
lules hepatiques dans lequelles les parasites se deve- 
loppent pour former les schizontes hepatiques qui libe- 
rent par eclatement les merozoites hepatiques. Le troi- 
sieme stade est caracterise par 1' infection des erythro- 

25 cytes sanguins par les formes asexuees (merozoites) du 
parasite ; ce stade erythrocytaire de developpement du 
parasite correspond a la phase pathogene de la maladie . 
Le quatrieme stade correspond a la formation des formes 
sexuees (ou gametocytes) qui deviendront les gametes ex- 

30 tra-cellulaires chez le moustique. 

On sait que de nombreuses etudes ont ete entre- 
prises pour isoler a partir des souches de parasites in- 
fectantes pour un hote humain des fractions polypeptidi- 
ques, d*une part pour assurer le diagnostic in vitro du 

35 paludisme par detection des anticorps correspondants , 
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et, d' autre part, pour tenter de vacciner centre le 
paludismef 

Par exemple, des banques de cADNs clones derives 
des sporozoltes de Plasmodium falciparum ont ete eta- 
5 blies par ENEA et coll (1984) Science, vol. 225, 
628-630. II a ete reconnu que ces banques comportaient 
des clones susceptibles d ' exprimer des polypeptides 
immunogeniques contenant des unites repetitives de 4 
acides amines specif iques de I'antigene circumsporo- 

10 zoitaire (de P. falciparum ) , 

Toutefois, peu de travaux ont ete effectues sur 
les formes hepatiques des parasites responsables du pa- 
ludisme. La morphologie des formes hepatiques a ete 
decrite pour la premiere fois en 1948 a partir de biop- 

15 sies de volontaires humains infectes (Trans. Roy. Soc. 
Trop. Med. Hyg., 4J., 785 (1948)). Un antigene specifique 
du ^ stade hepatique de P, falciparum a pu etre decrit 
dans le foie de singes d'Amerique du Sud insensibles aux 
formes sanguines du parasite, mais chez lesquels les 

20 formes hepatiques peuvent se developper (Am. J. Trop. 
Med- Hyg., 33, (3) 336-341 (1984)). 

La detection de la localisation du ou des anti- 
gene (s) specif ique(s) du foie (ci-apres designe par LSA 
pour "Liver Specific Antigen") a ete realisee par immu- 

25 nof luorescence tout.au long des etapes de maturation du 
schizonte. II est localise a la peripherie du parasite 
de taille 5 a 40 microns ; par la suite il est distribue 
entre les cytomeres ou paquets de merozoites, lorsque 
les schizontes atteignent entre 50 et 100 microns - II se 

30 distingue des antigenes de surface des sporozoites et 
des antigenes partages par les schizontes du sang et du 
foie qui donnent une image d ' immunofluorescence interne 
au parasite. 
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Bien qu'il soit desormais possible de cultiver 
des formes hepatiques de P . falciparum dans des hepato- 
cytes humains (Science, 227 , 440 (1985)), le faible taux 
d'obtention de formes matures du parasite par les me- 
5 thodes de culture in vitro et in vivo ne permet pas 
1' analyse biochimique de I'antigene produit au stade 
hepatique . 

II a egalement ete observe que les individus 
atteints de paludisme possedent un taux d'anticorps 

10 diriges contre le LSA tres eleve. Le LSA semble etre un 
immunogene tres puissant, parmi les plus puissants de 
tous les antigenes synthetises aux differents stades de 
developpement du parasite. Par contre, le taux d'anti- 
corps diriges contre les formes des stades sanguins du 

15 ' parasite est parfois tres faible, et de ce fait le diag- 
nostic realise a partir d' antigenes specif iques des 
stades sanguins peut parfois etre faussement negatif . 

Un des buts de la presente invention est preci- 
sement de permettre le diagnostic in vitro de 1 ' inf ec- 

20 tion d ' un individu par P. falciparum dans des conditions 
plus sensibles que ne le permettent les methodes actuel- 
les. 

L' invention a egalement pour objet de nouvelles 
compositions pour la vaccination chez I'homme contre le 
25 paludisme provoque par P. falciparum . 

L' invention concerne plus particulierement des 
molecules, ou compositions peptidiques ou polypeptidi- 
ques , caracterisees par la presence dans leur structure 
d*une ou de plusieurs sequences peptidiques porteuses 
30 d'un ou plusieurs epitopes caracteristiques de la prote- 
ine resultant de I'activite infectieuse de P. falciparum 
dans les cellules hepatiques, notamment de 1 * epitope B. 

Une composition polypeptidique selon 1 ' invention 
est essentiellement caracterisee par la presence d * une 
35 sequence de 17 acides amines de formule : 
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Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu- 

Gln-Glu-Arg 

dans laquelle : 

X est Glu ou Gly 
5 et dans laquelle "Leu" est la leucine, "Ser" est la 
serine, "Lys" est la lysine, "Glu" est I'acide gluta- 
mique, "Gin" est la glutamine, "Asp" est I'acide as- 
partique, et "Arg" est I'arginine. Lorsque X est "Glu", 
on designera dans la suite de ce texte le peptide cor- 

10 respondant par "peptide I", et lorsque X est "Gly" par 
"peptide II". 

L* invention concerne en premier lieu des pepti- 
des monomeres synthetiques comprenant une sequence pep- 
tidique unique de 17 acides amines repondant respecti- 

15 vement a la formule sus-indiquee, et dont les acides 
amines terminaux possedent des extremites respectivement 
amine et carboxylique libres, ou des oligomeres 
contenant notamment des multiples de I'une quelconque 
des deiix susdites sequences peptidiques I et II de 17 

20 acides amines. 

II va de soi que les fonctions reactives libres 
que sont susceptibles de posseder certains acides amines 
entrant dans la constitution des molecules selon 1 ' in- 
vention, notamment les groupes carboxyles libres portes 

25 par les groupes Glu ou par I'acide amine C- terminal, 
d'une part, et/ou les groupes libres portes par I'acide 
amine N-terminal ou par des acides amines interieurs a 
la chaine peptidique, par exemple Lys, d' autre part 
peuvent etre modifiees,. des lors que cette modification 

30 n'entraine pas une modification des proprietes antige- 
niques, le cas echeant immunogeniques, de 1' ensemble de 
la molecule- Les molecules ainsi modifiees entrent 
naturellement dans le cadre de la protection donnee a 
1' invention par les revendications . Ces fonctions 

35 carboxyles sont eventuellement acylees ou esterifiees. 
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D'autres modifications entrent egalement dans le 
cadre de 1' invention. En particulier, fonctions amine ou 
ester, ou les deux a la fois, des acides amines termi- 
naux peuvent etre engagees elles-memes dans des liaisons 
5 avec d'autres acides amines. Par exemple I'acide N-ter- 
minal peut etre lie a une sequence comprenant de 1 a 
plusieurs acides amines correspondant a une partie de la 
region C-terminale d*un autre peptide conforme a la 
definition qui en a ete donnee plus haut, ou vice-versa . 

10 II va de soi egalement que toute sequence pep- 

tidique issue de la modification, par substitution et/ou 
par addition et/ou suppression d'un ou plusieurs acides 
amines, de 1 ' une ou 1' autre des deux sequences peptidi- 
ques I et II de 17 acides amines, entre dans le cadre de 

15 la protection donnee a 1 * invention par les revendica- 
tions, des lors que cette modification n'altere pas les 
proprietes antigeniques ou immunogeniques des polypepti- 
des I et II , notamment lorsque ces proprietes immunoge- 
niques ont ete renforcees de fagon adequate, par exemple 

20 par association de ces polypeptides I ou II avec un 
adjuvant immunologique approprie ( par exemple un 
muramylpeptide) ou par couplage avec une molecule 
porteuse de poids moleculaire plus eleve (par exemple 
une serum-albumine ou une poly-lysine) ou une toxine du 

25 type tetanique ou un autre antigene de P . falciparum . 

L' invention concerne plus generalement toute 
molecule caracterisee par la presence dans sa structure 
d'une ou plusieurs sequences peptidiques presentant des 
reactions immunologiques croisees avec les deux se- 

30 quences peptidiques repondant a la formule precedente 
vis-a-vis des anticorps inductibles par ces dernieres in 
vivo . 

L' invention concerne aussi tout peptide, dont la 
structure decoule de ceux qui ont ete precedemment 
35 indiques, par une permutation circulaire, d'un ou 
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plusieurs aminoacides . En particulier elle concerne 
aussi des peptides de formule : 

Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln- 
Glu-Arg-Leu 

5 

Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu- 
Arg-Leu-Ala 

Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg- 
10 Leu-Ala-Lys 

Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu- 
Ala-Lys-Glu 

15 Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala- 
Lys-Glu-Lys 

Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys- 
Glu-Lys-Leu 

20 

X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu- 
Lys-Leu-Gln 

Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys- 
25 Leu-Gln-X- 

Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu- 
Gln-X-Gln 

30 Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln- 
X-Gln-Gln- 



35 



Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X- 
Gln-Gln-Ser- 
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Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln- 
Gln-Ser-Asp 

Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln- 
5 Ser-Asp-Leu 

Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser- 
Asp-Leu-Glu 

10 Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp- 
Leu-Glu-Gln 

Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu- 
Glu-Gln-Leu 

15 

dans lesquels X a la signification sus-indiquee . 

Comme dans le cas du premier peptide sus-defini, 

les differents peptides qui viennent d'etre nommes peu- 

vent etre modifies sans pour autant sortir du cadre de 
20 1' invention, des lors que ces modifications de structure 

n * entraineraient pas des transformations profondes de 

leurs proprietes antigeniques . 

Les peptides selon 1 ' invention peuvent etre 

prepares par les techniques classiques, dans le domaine 
25 de la synthese des peptides . Cette synthese peut etre 

realisee en solution homogene ou en phase solide. 

Par exemple, on aura recours a la technique de 

synthese en solution homogene decrit par HOUBENWEYL dans 

1 ' ouvrage intitule "Meuthode der Organischen Chemie" 
30 (Methode de la Chimie Organique) edite par E. Wunsch, 

vol. 15-1 et II., THIEME, Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser 

successivement deux-a-deux les aminoacyles successifs 

dans I'ordre requis, ou a condenser des aminoacyles et 
35 des fragments prealablement formes et contenant deja 
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plusieurs aminoacyles dans I'ordre approprie, ou encore 
plusieurs fragments prealablement ainsi prepares, etant 
entendu que 1 ' on aura eu soin de proteger au prealable 
toutes les fonctions reactives portees par ces amino- 
5 acyles ou fragments, a 1 ' exception des fonctions amines 
de I'un et carboxyles de 1' autre ou vice-versa, qui 
doivent normalement intervenir dans la formation des 
liaisons peptidiques, notamment apres activation de la* 
fonction carboxyle, selon les methodes bien connues dans 

10 la synthese des peptides. En variante, on pourra avoir 
recours a des reactions de couplage mettant en jeu des 
reactifs de couplage classique, du type carbodiimide, 
tels que par exemple la 1-ethyl-3-(3-dimethyl-amino- 
propyl ) -carbodiimide . Lorsque I'aminoacyle mis en oeuvre 

15 possede une fonction acide supplementaire (notamment 
dans le cas de 1* acide glutamique), ces fonctions seront 
protegees, par exempie par des groupes t-butylester . 

Dans le cas de la synthese progressive, acide 
amine par acide amine, la synthese debute de preference 

20 par la condensation de 1 ' ajnino-acide C-terminal avec 
1 ' aminoacide qui correspond a 1 ' aminoacyle voisin dans 
la sequence desiree et ainsi de suite, de proche en 
proche, jusqu'a 1' acide amine N-terminal. Selon une 
autre technique preferee de 1* invention, on a recours a 

25 celle decrite par R.D. MERRIFIELD dans 1* article 
intitule "Solid phase peptide synthesis" (J. Am. Soc, 
45 . 2149-2154). 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le 
precede de MERRIFIELD, on a recours a une resine polyme- 

30 re tres poreuse, sur laquelle on fixe le premier acide 
amine C-terminal de la chaine . Get acide amine est fixe 
sur la resine par 1 ' intermediaire de son groupe 
carboxylique et sa fonction amine est protegee, par 
exemple par le groupe t-butyloxycarbonyle . 

35 
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Lorsque le premier acide amine C-terminal est 
ainsi fixe sur la resine, on enleve le groupe protecteur 
de la fonction amine en lavant la resine avec un acide. 

Dans le cas ou le groupe protecteur de la fonc- 
5 tion amine est le groupe t-butyloxycarbonyle , il peut 
etre elimine par traitement de la resine a I'aide 
d' acide trif luoroacetique . 

On couple ensuite le deuxieme acide ainine qui 
fournit le second amino-acyle de la sequence recherchee, 
10 a partir du residu amino-acyle C-terminal sur la fonc- 
tion amine deprotegee du premier acide amine C-terminal 
fixe sur la chaine. De peference, la fonction carboxyle 
de ce deuxieme acide amine est activee, par exemple par 
la dicyclohexylcarbodiimide, et la fonction amine est 
15 protegee, par exemple par le t-butyloxycarbonyle . 

On obtient ainsi la premiere partie de la chaine 
peptidique recherchee, qui comporte deux acide amines, 
et dont la fonction amine terminale est protegee. Comme 
precedemment , on deprotege la fonction amine et on peut 
20 ensuite proceder a la fixation du troisieme aminoacyle, 
dans les conditions analogues a celles de 1' addition du 
deuxieme acide amine C-terminal , 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les 
acides amines qui vont constituer. la chaine peptidique 
25 sur le groupe amine chaque fois deprotege au prealable 
de la portion de la chaine peptidique deja formee, et 
qui est rattachee a la resine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique 
desiree est formee, on elimine les groupes protecteurs 
30 des differents acide amines constituant la chaine pepti- 
dique et on detache le peptide de la resine par exemple 
a I'aide d* acide f luorydrique . 

L' invention concerne egalement les oligomeres 
hydrosolubles des peptides monomeres sus-indiques , 
35 L' oligomerisation peut provoquer un accroissement de 
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1 ' immunogenicite des peptides monomeres selon 1' inven- 
tion. Sans qu'une telle indication chiffree puisse etre 
consideree comme limitative, on mentionnera neanmoins 
que ces oligomeres peuvent, par exemple, contenir de 2 a 
5 10 unites monomeres. 

Les unites monomeres entrant dans cet oligomere 
sont soit toutes constituees par le polypeptide de se- 
quence I ou par le polypeptide de sequence II, soit par 
I'un et 1' autre de ces polypeptides. 

10 On pent avoir recours, pour realiser I'oligome- 

risation, a toute technique de polymerisation couramment 
utilisee dans le domaine des peptides, cette polymeri- 
sation etant conduite jusqu'a l"obtention d'un oligomere 
ou polymere contenant le nombre de motifs monomeres re- 

15 quis pour 1' acquisition de 1 ' immunogenicite desiree. 

Une methode d'oligomerisation ou de polymerisa- 
tion du monomere consiste dans la reaction de celui-ci 
avec un agent de reticulation tel que le glutaraldehyde , 
On peut egalement avoir recours a d'autres me- 

20 thodes d ' oligomer isation ou de couplage, par exemple a 
celle mettant en jeu des couplages successifs d' unites 
monomeres, par 1 ' intermediaire de leurs fonctions ter- 
minales carboxyle et amine en presence d ' agents de cou- 
plage homo- ou hetero- bif onctionnels . 

25 On peut egalement pour la production de molecu- 

les comportant un ou plusieurs motifs de 17 acides 
amines tels que definis ci-dessus, avoir recours a des 
techniques du genie genetique mettant en oeuvre des 
micro-organismes transformes par un acide nucleique 

30 determine comprenant des sequences nucleotidiques ap- 
propriees correspondantes . 

A ce titre, 1' invention concerne egalement des 
acides nucleiques contenant une ou plusieurs de ces 
sequences repetitives comprenant chacune 17 triplets du 

35 genre sus-indique. 
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1 1 

L' invention concerne encore les conjugues obte- 
nus par couplage covalent des peptides selon 1 ' invention 
(ou des susdits oligomeres) a des molecules porteuses 
(naturelles ou synthetiques ) , physiologiquement accep- 
tables et non toxiques, par 1 * intermediaire de groupe- 
ments reactifs complementaires respectivement portes par 
la molecule porteuse et le peptide. Des exemples de 
groupements appropries sont illustres dans ce qui suit : 
A titre d'exemple de molecules porteuses ou sup- 
ports macromoleculaires entrant dans la constitution des 
conjugues selon 1* invention, on mentionnera des prote- 
ines naturelles, telles que I'anatoxine tetanique, 
1 ' ovalbulmine, des serums albumines, des hemocyamines , 
etc . . .. 

A titre de supports macromoleculaires syntheti- 
ques, on mentionnera par exemple des polylysines ou des 
poly (D-L-alanine) -poly (L-lysine) . 

La litterature mentionne d'autres types de sup- 
ports macromoleculaires susceptibles d'etre utilises, 
20 lesquels presentent en general un poids moleculaire 
superieur a 20 000. 

Pour synthetiser les conjugues selon 1' inven- 
tion, on peut avoir recours a des precedes connus en 
soi, tels que celui decrit par FRANTZ et ROBERTSON dans 
25 Infect, and Immunity. 13, 193-198 (1981), ou celui de- 
crit dans Applied- and Environmental Microbiology, (octo- 
bre 1981), vol. 42, n' 4, 611-614 par P.E. KAUFFMAN en 
utilisant le peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique^ on utilisera avantageusement 
30 comme agent de couplage les composes suivants, cites a 
titre non limitatif : aldehyde glutarique, chlorofor- 
miate d'ethyle, carbodiimides hydrosolubles [N-ethyl- 
N' (3-dimethylamino-propyl) carbodiimide , HCl], diiso- 
cyanates, bis-diazobenzidine, di- et trichloro-s-tria- 
35 zines, bromures de cyanogene, ainsi que les agents de 
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couplage mentionnes dans Scand. J. Immunol., (1978), 
vol. 8, p. 7-23 (AVRAMEAS, TERNYNCK, GUESDON) . 

On peut avoir recours a tout precede de couplage 
. faisant intervenir d'une part une ou plusieurs fonctions 

5 reactives du peptide et d* autre part, une ou plusieurs 
fonctions reactives de molecules supports. Avantageuse- 
ment, il s'agit des fonctions carboxyle et amine, les- 
quelles peuvent donner lieu a une reaction de. couplage 
en presence d'un agent de couplage du genre de ceux 

10 utilises dans la synthese des proteines, par exemple, le 
1 -ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) -carbodiimide, le 
N-hydroxybenzotriazole, etc... On peut encore avoir 
recours a la glutaraldehyde, notamment lorsqu'il s'agit 
de relier entre eux des groupes amines respectivement 

15 portes par le peptide et la molecule support. 

Un groupe de molecules preferees selon 1' inven- 
tion est constitue de celles possedant line conformation 
en helice a, cette dernier e renf or grant les proprietes 
antigeniques, et immunogeniques desdites molecules. De 

20 telles molecules possedant une conformation en helice a 
ont ete mise en evidence par dichroisme circulaire dans 
le trif luoroethanol,* ou en solution aqueuse. 

Les molecules selon 1' invention possedent des 
proprietes antigeniques caractexistiques de I'antigene 

25 LSA sepcifique du stade hepatique du developpement de P. 
falciparum . 

En effet, comme il le sera plus particulierement 
decrit a I'aide d'exemples de molecules selon 1' inven- 
tion dans la description detaillee qui suit, les mole- 

30. cules selon 1' invention reagissent specif iquement avec 
les anticorps diriges centre I'antigene LSA produit par 

Rj: falciparum, mais pas avec les anticorps diriges 

centre d'autres antigenes produits par P. falciparum ou 
centre des antigenes produits par d'autres especes de 

35 Plasmodium . 
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Ces molecules selon 1 ' invention reconnaissent 
done specif iquement les anticorps produits par le sys- 
teme immunitaire d'un individu infecte par P. falciparum 
sous I'effet de I'antigene LSA dont le caractere 
5 fortement immunogene a ete precedemment mentionne. 

Ainsi la possibility de production en grande 
quantite des molecules selon 1 ' invention ainsi que leurs 
proprietes de reconnaissance specifique des anticorps 
les plus activement produits lors de 1' infection d*un 
10 individu par P. falciparum , font, desdites molecules des 
reactifs de choix pour le diagnostic in vitro du palu- 
disme chez un individu infecte par P. falciparum . 

L' invention concerne done un procede de detec- 
tion in vitro a ' anticorps correlables au paludisme issu 
15 de 1' infection d'un individu par P. falciparum dans un 
tissu ou fluide biologique susceptible de les contenir, 
ce procede comprenant la mise en contact de ce tissu ou 
fluide biologique avec une molecule selon 1 ' invention 
dans des conditions permettant une reaction 
20 immunologique in vitro entre lesdites molecules et les 
anticorps eventuellement presents dans le tissu ou 
fluide biologique, et la detection in vitro du complexe 
antigene-anticorps eventuellement forme. 

De preference, le milieu biologique est consti- 
25 tue par un serum humain. 

Toute procedure classique peut etre mise en 
oeuvre pour realiser une telle detection. 

A titre d'exemple une methode preferee met en 
jeu des processus immunoenzymatiques selon la technique 
30 ELISA, ou immunof luorescents, ou radioiromunologiques 
(RIA) ou equivalent. 

Ainsi 1 * invention concerne egalement toute 
molecule selon 1 ' invention marquee a l*aide d'un 
marqueur adequat du type enzymatique, fluorescent, 
35 radioactif, etc... 
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De telles methodes comprennent par exemple les 
etapes suivantes : 

- depot de cjuantites determinees d'uae composi- 
tion polypeptidique selon 1' invention dans les puits 

5 d'une microplaque de titration, 

introduction dans lesdits puits de dilutions 
croissantes du serum devant etre diagnostiquei 

- incubation de la microplaque, 

- ringiages repetes de la microplaque, 

10 " introduction dans les puits de la microplaque 

d ' anticorps marques contre des immunoglobulines du sang , 
le marquage de ces anticorps ayant ete realise a I'aide 
d ' une enzyme selectionnee parmi celles qui sont capables 
d'hydrolyser un substrat en modifiant 1' absorption des 

15 radiations de ce dernier, au moins a une longueur d'onde 
determinee, 

detection, en" comparaison avec un temoin de 
controle, de la quantite de substrat hydrolyse. 

L' invention concerne egalement des cof frets ou 
20 kits pour le diagnostic in vitro du paludisme provoque 
par P . falciparum qui comprennent : 

une composition polypeptidique selon 1* inven- 
tion, 

les reactifs pour la constitution du milieu 
25 propice a la realisation de la reaction immunologique, 

les reactifs permettant la detection du com- 
plexe ant igenes -anticorps produit par la reaction im- 
munologique. De tels reactifs peuvent egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus a leur 
30 tour par un reactif marque. Plus particulierement dans 
le cas ou la composition polypeptidique sus-mentionnee 
n ' est pas marquee . 

un tissu fluide biologique de reference de- 
pourvu d' anticorps reconnus par la composition polypep- 
35 tidique sus-mentionnee. 
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L* invention concerne les anticorps eux-memes 
formes contre les polypeptides de 1' invention. 

II va de soi que cette production n'est pas 
limitee aux anticorps polyclonaux. 
5 Elle s' applique encore a tout anticorps mono- 

clonal produit par tout hybridome susceptible d'etre 
forme, par des methodes classiques, a partir des cel- 
lules spleniques d*un animal, notamment de souris ou de 
rat, immunise contre I'un des polypeptides purifies de 

10 1* invention, d'une part et des cellules d'une lignee de 
cellule myelome approprie d* autre part, et d'etre se- 
lectionne, par sa capacite a produire des anticorps 
monoclonaux reconnaissant le polypeptide initialement 
mis en oeuvre pour 1 ' immunisation des animaux, c'est-a- 

15 dire plus particulierement le polypeptide I ou le poly- 
peptide II. 

L' invention ouvre enfin la voie a la mise au 

point de nouveaux principes vaccinants contre le palu- 

» 

disme issu de 1' infection d'un individu par 

20 falciparum . 

L' invention concerne egalement les compositions 
preparees sous forme de vaccins contenant soit le pep- 
tide selon 1' invention, soit un oligomere de ce peptide, 
soit encore un conjugue de ce peptide ou oligomere avec 

25 une molecule porteuse, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable approprie et, le cas 
echeant, avec d'autres principes actifs vaccinants 
contre le paludisme. 

Des compositions pharmaceutiques avantageuses 

30 sont constituees par des solutions, suspensions ou li- 
posomes injectables contenant une dose efficace d'au 
moins un produit selon 1' invention. De preference, ces 
solutions, suspensions ou liposomes sont realises dans 
une phase aqueuse sterilisee isotonique, de preference 

35 saline ou glucosee. 
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L' invention concerne plus particulierement de 
telles suspensions, solutions ou forme liposome qui sont 
aptes a etre administrees par injections intradermiques , 
intramusculaires ou sous-cutanees , ou encore par scari- 
5 f ications . 

Elle concerne egalement des compositions phar- 
maceutiques administrables par d'autres voies, notamment 
par voie orale ou rectale, ou encore sous forme d' aero- 
sols destines a venir en contact avec des muqueuses, 

10 notamment les muqueuses oculaires, nasales, pulmonaires 
ou yaginales. 

En consequence, elle concerne des compositions 
pharmaceutiques dans lesquelles I'un au moins des pro- 
duits selon 1 * invention se trouve associe a des exci- 

15 pients pharmaceutiquement acceptables ^ solides ou li- 
quides, adaptes a la constitution . de formes orales, 
oculaires ou nasales , ou avec des excipients adaptes a 
la constitution des formes d' administration rectale, ou 
encore avec des excipients gelatineux pour I'adminis- 

20 tration vaginale. Elle concerne aussi des compositions 
liquides isotoniques contenant I'un au moins des conju- 
gues selon 1' invention, adaptees a 1 * administration sur 
les muqueuses, notamment oculaires ou nasales. 

• Avantageusement, les compositions vaccinales 

25 selon 1 * invention contiennent en outre un vehicule, tel 
que la polyvinyl-pyrrolidone , facilitant 1 'administra- 
tion du vaccin. A la place de la polyvinyl-pyrrolidone, 
on peut utiliser tout autre type d' adjuvant au sens 
classique que 1 * on donnait autrefois a cette expression, 

30 c'est-a-dire d*une substance permettant 1' absorption 
plus aisee d'un medicament ou facilitant son action dans 
I'organisme. A titre d'exemples d'autres adjuvants de ce 
dernier type, on mentionnera encore la carboxymethyl- 
cellulose, les hydroxydes et phosphates d' aluminium ou. 

35 tous autres adjuvants de ce type, bien connus de I'homme 
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de I'art. Enfin elles contiennent si besoin un adjuvant 
immunologique , notamment du type muramylpeptide . 

L' invention ne se limite evidemment pas aux mo- 
des de realisation decrits ci-dessus a titre d'exemples 
5 et I'homnie de I'art peut y apporter des modifications 
sans pour autant sortir du cadre des revendications ci- 
apres ; notamment certains des acides amines intervenant 
dans la sequence des peptides selon 1* invention peuvent 
etre remplaces par des acides amines isof onctionnels ou 
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isosteriques ; par exemple, une ou plusieurs des substi- 
tutions suivantes peuvent etre envisagees : 

- Glu est substitue par Asp ou Gin, 

- Leu est remplace par Ala, etc... 

5 II est naturellement bien entendu que les pepti- 

des qui resultent de telles substitutions consistent en 
des equivalents des peptides plus particulierement re- 
vendiquees , des lors qu ' eux-memes ou des oligomeres ou 
conjugues formes a partir de ces peptides presentent des 

10 proprietes immunogenigues semblables. 

L' invention concerne egalement encore plus par- 
ticulierement les "proteines chimeres" qui peuvent etre 
obtenues par les techniques du genie genetique, ces pro- 
teines chimeres pouvant contenir une ou plusieurs se- 

15 quences peptidiques, comportant respectivement les 17 
acides amines des sequences de 1' invention, et incorpo- 
- rees ou rattachees a un fragment peptidique autre que la 
p-galactosidase. Ce dernier fragment peptidique a de 
preference un poids moleculaire suffisant pour renforcer 

20 1 ' immunogenicite des sequences peptidiques selon 1* in- 
vention et n* interfere pas du point de vue immunologique 
avec la manifestation de 1 * immunogenicite recherchee . 

Des caracteristiques supplementaires de 1 ' in- 
vention apparaitront encore, au cours de la description 

25 qui suit, des conditions dans lesquelles un polypeptide 
contenant une pluralite de sequences de 17 acides amines 
selon 1* invention a ete obtenu. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux des- 
sins dans lesquel 

30 - la figure 1 fournit la sequence nucleotidique 

d'un des acides nucleiques recombinants etudies (clone 
DC 307) lequel contient lui-meme une sequence specif ique 
codant pour un polypeptide caracteristique des. formes 
hepatiques de P. falciparum ; 



35 
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la figure 2 fournit la sequence en acides 
amines codee pour la susdite sequence nucleotidique 
specif ique , 

Des serums provenant d * individus europeens vi- 
5 vant dans des zones endemiques et suivant une prophyla- 
xie continue avec des medicaments diriges contre les 
schizontes des stades sanguins ont ete selectionnes et 
testes en utilisant des antigenes du stade des 
sporozoites (antigenes CS), du stade hepatique (antigene 

10 LSA) , et des stades sanguins. La plupart de ces serums 
reagissent avec les antigenes de tous les stades 
probablement car la prophylaxie a ete interrompue. Trois 
serums preleves a partir d'individus ayant reside en 
Afrique tropicale rurale et ayant ingere 100 pg de 

15 chloroquine par jour sans interruption pendant 23 a 26 
ans, ne reagissent pas avec les antigenes des stades 
sanguins suivant le test d ' immunofluorescence (IFA). Ces 
trois serums possedant toutefois des titres eleyes en 
anticorps diriges contre les sporozoites et les pro- 

20 teines LSA (dilution IFA 1/3200 et 1/6400 respective- 
ment) . 

Un des trois serums precedents , de specificite 
reduite, a ete utilise pour cribler une banque d'ADN 
genomique construite dans le bacteriophage X gt 1 1 de la 
25 maniere suivante : 

1) CONSTRUCTION DE LA BANQUE D * ADN GENOMIQUE DE 
Plasmodium falciparum , 

L'ADN genomique du clone 96 de la souche thai- 
landaise Tak9 de P . falciparum (Science, 212 , 1.37-1,38 
30 (1981) a ete isole par les techniques classiques. 

Des echantillons de 18 pg d'ADN de P . falciparum 
ont ete incubes a 15*C dans un tampon 50 mM Tris HCl pH 
7.5, 1 mM MnCl2r 20 pg/ml de serum albumine bovine, avec 
des quantites respectives d'ADNase I (Boehringer 
35 Mannheim) de 5 pg pendant 5 minutes ou bien de 3.5 pg 
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pendant 5 ou 10 minutes. Apres addition de 5 mM EDTA 
(Ethylenediamine tetracetique acide), les echantillons 
d'ADN sont reunis et purifies par extraction au melange 
phenol/chloroforme/alcpol isoamylique (25 V/24 V/1 V) 
5 puis par 1' ether. L'ADN est concentre par precipitation 
a I'ethanol a -20 'C en presence de 2.5 M d' acetate d* am- 
monium . 

45 pg d'ADN ainsi traite ont ete methyles par 
180 U d'Eco R1 methylase (Biolabs) dans les conditions 

10 recommandees par le fournisseur, avec 1' addition 
supplementaire de.5 mM DTT (dithiothreitol) , pendant 15 
minutes a 37* C. Apres purification de I'ADN comme 
ci-dessus, 10 pg d'ADN ont ete incubes avec 40 mM Tris 
HCl pH 8.0, 10 mM sulfate d'aJiimoniumt 10 mM 2-mercaptoe- 

15 thanol, 0.5 m M EDTA, 0.05 mM NAD (nicotinamide adenine 
dinucleotide) 0.1 mM dXTP (comprenant les 4 desoxynu- 
cleotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP et dTTP), en 
presence de 10 U T4 ADN polymerase (PL Biochemicals) et 
de 10 U de E. col i ADN ligase (Biolabs). L'ADN a ete 

20 purifie et concentre comme ci-dessus. 

8 pg d'ADN ont alors ete ligatures avec 0.4 pg 
d'un adaptateur ou "linker" Eco R1 (adaptateurs phospho- 
ryles Eco R1 commercialises par Biolabs) par 4 U T4 ADN 
ligase (Biotec) dans le tampon 50 mM Tris HCl pH 8.0, 10 

25 mM MgCl2, 20 mM DTT, 1 mM ATP, 50 pg/ml serum albumine 
bovine . 

Apres incubation a 4* C pendant 5 heures, on 
ajoute 2 U T4 ADN ligase et la reaction est poursuivie a 
4* C pendant 16 heures. Le tube est soumis a plusieurs 

30 cycles de congelation a -80* C / decongelation pour 
arreter la reaction. L'ADN est ensuite dilue et le 
tampon d' incubation a juste de fa^on a obtenir les condi- 
tions recommandees par le fournisseur pour 1 ' utilisation 
de 1' enzyme Eco R1 . 100 U d' enzyme Eco R1 (Promega 

35 Biotec) sont ajoutees et incubees pendant 3 heures a 
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37 'C. La reaction est arretee par un chauffage de 10 
minutes a 60* C, et I'ADN est purifie et concentre comme 
ci-dessus . 

L'ADN est resuspendu dans 100 pi de tampon 50 mM 
5 Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, et depose sur un gradient 
5-20 % de saccharose prepare en 25 mM acetate de sodium, 
10 mM EDTA et centrifuge dans le rotor Beckman SW 50.1 a 
45,000 tours par minute pendant 150 minutes. Les frac- 
tions sont analysees sur gel d' agarose et celles qui 

10 contiennent les fragments d'ADN de tailles comprises en- 
tre environ 300 pb. et 2 500 pb. sont rassemblees, 
dialysees contre le tampon 50 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM 
EDTA a 4*C. L'ADN est concentre par precipitation a 
I'ethanol. Environ 400 ng de cet ADN ont ete ligatures a 

-15 1 pg d'ADN du vecteur gtll (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 
80 , 1194-1198 (1983)) coupe par Eco R1 et dephosphoryle 
(Protoclone de Promega Biotec), dans un volume de lOpl, 
(en tampon 50 mM Tris HCl pH 8.0, 10 mM MgCl^, 20 mM 
DTT, 1 mM ATP, 50 \ig/ml serum albumine bovine) par 1 U 

20 T4 ADN ligase (Biotec). 

Les produits de ligature ont ete encapsides in 
vitro dans les extraits d'E^_coli prepares a partir des 
souches bacteriennes construites par B. Hohn (Methods 
Enzymol. 68, 299), selon la technique decrite par 

25 Maniatis et coll. (Molecular cloning., a laboratory 
manual, p. 264, Cold Spring Harbor Laboratory (1982)). 
Environ 7 millions de bacteriophages recombinants ont 
ete obtenus . 

2) CRIBLAGE IMMUNOLOGIQUE DE LA BANQUE 

30 Les bacteriophages recombinants ont ete etales 

sur un milieu de culture contenant la bacterie indica- 
trice Y 1090, a une densite de 50,000 plages par boite 
de Petri de 90 mm, et incubes a 42 'C pendant 3 heures. 
Un filtre de nitrocellulose (Schleicher 6c Schuell, BA 



35 



wo 88/05785 



PCT/FR88/00074 



85) sature par 0,01 M IPTG isopropyl-0-thiogalactopy- 
ranoside (Sigma) est depose sur les boites, qui sont 
incubees a 37 pendant 3 heures . Au terme de ces 
incubations, les filtres de nitrocellulose sont 
5 prelevesr et les boites de Petri conservees a 4* C. 

Les filtres de nitrocellulose sont places dans 
un bain de tampon TL : 50 mM tris HCl pH 8.0, 150 mM 
NaCl, 5 % lait ecremer 0.05 % Tween 20 (Sigma) . Les 
filtres sont incubes 15 heures a 4* C en tampon TL, puis 

10 2 fois 15 minutes a 20* C. lis sont alors incubes pen- 
dant une heure avec un pool d ' antiserums humains immuns 
diriges centre les antigenes de tous les stades de de- 
veloppement de P. falciparum , traite au prealable pour 
le depleter en clnticorps anti- E.coli selon la technique 

15 decrite par OzaJci et coll. (J. Immunol. Methods, 19., 
213-219, 1986). Le pool d* antiserums humains a ete uti- 
lise a la dilution 1/200, en tampon TL. L* incubation a 
ete faite a 20 'C pendant 1 heure. Les filtres ont ete 
laves 4 fois avec le tampon TL, puis incubes avec des 

20 anticorps anti-immunoglobulines humaines conjugues a la 
peroxydase de raifort (Biosys) et iodines a I'iode ^^^I, 
pendant 1 heure a 20* C. Apres plusieurs lavages en 
tampon TL, puis en tampon 50 mM Tris HCl pH 8.0, 150 mM 
NaCl, I'activite enzymatique de la peroxydase est reve- 

25 lee (Ozaki et coll, precedemment cite), les filtres sont 
seches a I'air libre et autoradiographies sur film Kodak 
Royal X-OMat AR, avec un ecran amplif icateur . 

One collection d' environ 1 200 clones de bacte- 
riophages recombinants a ete constituee en prelevant les 

30 plages de lyse correspondant aux signaux positifs. Ces 
clones ont ete ensuite soumis a un second cycle de cri- 
blage immunologique, en employant cette fois un des 
trois serums humains precedemment decrits (p. 16 et 17) 
et presentant pas ou peu d' anticorps diriges centre les 

35 formes erythrocytaires de P. falciparum et un titre 
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eleve centre les formes hepatiques du parasite. Ce cri- 
blage immunologique a ete effectue salon le protocole 
decrit ci-dessus. Ce serum reagit avec seulement 15 % 
des clones producteurs d ' un antigene specif ique de 
5 P . falciparum (60 sur 400 testes) et parmi les clones les 
plus actifs, 22 ont ete selectionnes et caracterises 
comme suit. 

Les anticorps humains qui reagisSent avec les 
determinants antigeniques exprimes par les clones re- 

10 combinants ont ete purifies par affinite sur les 
proteines recombinantes , selon la technique decrite par 
Ozaki et coll. (precedemment cite). Ces anticorps 
specifiques ont ete incubes avec des preparations de 
parasites a differents stades de developpement (sporo- 

15 zoite, stade hepatique ou stades erythrocytaires ) , et la 
reaction a ete etudiee par immunofluorescence indirecte. 
Les clones recombinants sur lesquels sont retenus par 
affinite des anticorps specifiques du stade hepatique, 
et done qui expriment des determinants propres a ce 

20 stade ont ete etudies : il s'agit des clones DG 307, DG 
199 et DG 145. Ces anticorps specifiques de ces trois 
clones reagissent 'specif iquement avec les schizontes he- 
patiques, tels que I'on peut les obtenir apres infection 
d ' hepatocytes humains ou de ainges par des sporozoites 

25 de P . falciparum ; la localisation de la fluorescence a 
ete determinee comme etant identique a celle consideree 
caracteristique de LSA. 

La specif icite d'espece et de stade des 3 clones 
DG 145, DG 199, et DG 307 a ete testee de la maniere 

30 suivante. Premierement , il a ete determine que les memes 
anticorps purifies par affinite et qui reagissent par 
IFA (ou encore qui sont IFA positifs) avec LSA, ne rea- 
gissent pas avec des preparations de sporozoites seches 
ou humides, ni avec les antigenes des stades sanguins , 

35 qu'ils soient testes par IFA avec des parasites fixes a 
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1 'acetone, ou par immunotransf ert (immunoblotting) en 
utilisant des proteines de tous les stades extraites au 
SDS. Les anticorps purifies par af finite ne reagissent 
pas avec les antigenes de stade hepatique de P. voelii . 
5 ni avec les schizontes hepatiques de P . vivax prepares a 
partir de singes Saimiri sciureus . 

Deuxiemementr les proteines recombinantes de DG 
145, DG 199 et DG 307 ne reagissent pas avec les serxims 
provenant de deux patients atteints de malaria (palu- 

10 disme cause par P . f alcipariim ) par transfusion acciden- 
telle et qui, par definition n'ont done pas d* anticorps 
contre les antigenes specif igues des stades precedents 
(sporozoites et antigenes du stade hepatique). Ces pro- 
teines ne reagissent pas avec deux anticorps monoclonaux 

15 reconnaissant le tetrapeptide CS, avec les serums de 
souris immunisees avec les antigenes CS recombinants 
R32t et 32 (Science, 228/ 958 (1985)). Deplus, les 
proteines recombinantes n'ont pas reagi avec des 
antiserums humains diriges contre P . vivax (bien que les 

20 serums furent positifs avec les schizontes hepatiques de 
P. vivax ) > P, ovale et P, cvnomolai (Ann. Soc. Belg. 
Med. Trop.r 60, 348 (1980)) quand elles sont testees par 
la technique de taches d ' immunotransf ert (immunodot 
blots) r alors qu' elles sont positives avec tous les 

25 serums humains anti -P . f alcip aniTn testes. 

La stabilite a la chaleur, connue comme etant 
une caracteristique du LSA mature (Ann. J. Trop. Med. 
Hyg.r 33 (3) 336-341 (1984)) a egalement ete demontree 
pour la proteine de fusion produite par le clone DG 307. 

30 Elle demeure antigeniquement active apres un traitement 
de 15 minutes a 100'C . Pour cette raison le clone DG 
307 a ete analyse plus en detail. 

L'inserat de 196 paires de bases de P. falci- 
P^rum a ete purifie et redone a 1 ' interieur du plasmide 

35 pUC13 et du bacteriophage Ml 3 mp 8 (Nucleic Acids 
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Research. 9, 309-321 (1981)) . La sequence d'ADN et 
1 ' organisation genomique du gene LSA ont alors ete 
determinees . La figure 1 montre que le clone DG 307 
contient un fragment d'ADN compose entierement de 
5 repetition d'un motif de 51 paires de bases. 

Seulement une phase de lecture est en phase avec 
le gene lac Z de la p-galactosidase , une caracteristique 
attendue puisque le clone produit une proteine de fusion 
qui porte les epitopes reconnues par le serum humain. La 

10 sequence en acides amines correspondant a ce fragment 
est representee a la figure 2. Elle est composee d'une 
repetition de 17 acides amines riche en glutamine, acide 
glutamique, et leucine. L' analyse informatique de cette 
sequence indique qu'elle a une grande probalite de pos- 

15 seder une structure en helice a sans pli p.. De plus, au- 
cune homologie entre les sequences d'ADN connues a 
I'heure actuelle et la 'sequence d'ADN codant pour ladite 
proteine n'a ete detectee par analyse des banques de 
donnees Los Alamos et NBRF. Ceci est en accord avec la 

20 specif icite du stade hepatique de la proteine LSA. 

Des analyses par transfert selon la methode de 
Southern utilisant le fragment de 196 paires de bases 
clone dans pUC 13 indiquent que ce fragment est un de- 
rive d'un gene unique puisqu'il s'hybride a des frag- 

25 ments uniques Eco RI (6,5 kb) et Dra I (4,5 kb) . Le gene 
semble etre polymorphe, car des fragments Rsa I de 
differentes tallies ont ete observes lorsque de I'ADN 
provenant d'une autre souche a ete utilise. Le gene a 
ete trouve dans toutes les souches de P. falciparum 

30 examinees jusqu'a maintenant, localise sur un des plus 
grands chromosomes. Les etudes d ' hybridation d'ADN 
indiquent que les trois clones DG 307, 145, et 199 sont 
des fragments separes derives du meme gene. 



35 
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Le type de . repetition codee par DG 307 semble 
etre conserve et implique que le ou les epitopes corres- 
pondant pourraient etre presents chez toute les souches 
de P> falciparum . Ceci est en accord avec 1 ' observation 
5 du fait que le gene qui est derive de la souche Thai 
Tak9.96 a ete detecte en utilisant du serum humain 
d'Afrique ou de personnes . immunisees par les souches 
af ricaines. 

Comme les epitopes repetitifs apparaissent etre 

to une caracteristique generale des antigenes de P. 
falciparum (Nature r 306 . 751-756 (1983) ; Nature, 311 . 
382-385 (1984) ; Science, 221, 593-599 (1984) ; Science, 
227, 1595-1597 (1985) ; Cell, 40, 775-783 (1985)), il 
n'est pas surprenant que le LSA qui est hautement immu- 

15 nogene chez I'homme possede egalement des structures 
repetitives- La forte reaction du clone DG 307 avec les 
antiseriuns humains indique que 1 ' epitope naturel est de- 
f ini par moins de 4 repetitions . 

La relation entre le, ou les, epitope(s) expri- 

20 me(s) par la proteine recombinante de DC 307, et les 
epitopes presents dans la proteine mature du stade he- 
patique, a ete etudiee de la maniere suivante : 10 se- 
rums humains provenant de Cote d ' Ivoire , Gabon et 
Zaire, possedant des titres eleves en anticorps diriges 

25 contre ladite proteine mature ont ete ajustes a des di- 
lutions presentant une nette reaction positive IFA avec 
les antigenes du stade hepatique. Par la suite, ces se- 
rums ont ^te incubes soit en presence de I'extrait pro- 
teique du clone DG 307 induit par I'IPTG, soit avec des 

30 proteines provenant de deux autres clones exprimant des 
determinants antigeniques des stades sanguins . Les 
concentrations des antigenes ont ete ajustees a un ni- 
veau de reactivite similaire au precedent en testant 
plusieurs dilutions par immunodot blots et en revelant 
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I'anticorps lie en utilisant un pool de serums hyper- 
immuns. Apres incubation pendant 2 heures a temperature 
ambiante, la specif icite pour les schizontes hepatiques 
des differentes solutions a ete testee par IFA. Les re- 
5 sultats indiquent que les anticorps preincubes avec 
I'extrait de DG 307 n'ont plus aucune reactivite IFA, 
alors que ceux incubes avec les deux autres extraits 
n'ont pas vu leur activite contre I'antigene hepatique 
diminuer . 

10 II semble done que le DG 307 code pour 1 * epitope 

principal du LSA puisque dans ces experiences d* absorp- 
tion, la reactivite IFA a la proteine mature a ete abo- 
lie pour 9 des 10 serums humains testes, alors qu' aucune 
diminution de 1 * activite IFA, n'a ete observee apres 

15 pre-incubation de ces memes 10 serums en presence de 
proteines reccrabinantes differentes de celles de DG 307. 

L' invention concerne encore les acides nucle- 
iques recombinants contenant I'une au moins des sequen- 
ces polypeptidiques I ou II, ou les deux a la fois, 

20 ainsi que les micro-organismes , notamment les bacteries 
E.coli tranformees par ces acides nucleiques recombi- 
nants et capables d'exprimer lesdits polypeptides. 

L* invention concerne ces sequences d' acides nu- 
cleiques ou des sequences equivalentes qui peuvent etre 

25 synthetisees et qui codent pour les memes acides amines, 
II apparaitra immediatement a I'homme de metier 
que dans ces sequences, certains des nucleotides peuvent 
etre remplaces par d* autres en raison de la degene- 
rescence du code genetique sans que pour autant les 

30 peptides codes ne soient modifies . Toutes ces sequences 
nucleotidiques , ainsi que celles qui codent pour des 
polypeptides qui different des precedents par un ou 
plusieurs acides amines sans que leur activite immunoge- 
ique propre ne soit modifiee de fagon semblable, font 

35 partie de 1' invention. II en va naturellement de meme 
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des sec[uences nucleotidiques qui peuvent etre reconsti- 
■fcuees et qui soat capables de coder pour des oligomeres 
tels qu'ils ont ete definis plus haut. Les motifs mono- 
meres sont lies directement bout a bout ou par 1 ' inter- 
5 mediaire de sequences peptidiques sans effet sur les 
propriQtes immunogeniques des oligomeres ainsi formes. 

Enfin, 1' invention concerne les vecteors modi- 
fies ' par ces micro-organismes, ces vecteurs etant natu- 
rellement pourvus de regulation et de terminaison pre- 

10 cedant et suivant les sequences nucleiques sus-indi- 
quees, qui permettront 1' expression de ces dernieres 
dans des organismes cellulaires competents . 

Parmi les sequences nucleotidiques qui codent 
pour les peptides caracteristicjues qui ont ete definis 

15 ci-dessuSr on mentionnera celles qui sont caracterisees 
par les sequences de triplets qui suivent, ces sequences 
correspondant en particulier po\ir les trois premieres au 
peptide I et pour la derniere au peptide II dont les 
formules ont ete precedemment indiquees, (etant entendu 

20 que les» nucleotides qui sont remplaces par des points 
dans les sequences ci-apres sont identiques a ceux de la 
premiere sec[uence a 1' aplomb duquel ils se trouvent) . 

(l)CTT GCTAAAGAAAAGmCMGAGCAGDWflGCGATTTAGRACAAGAGAGA 

25 (2) C A ..A C-. ... 

(3) G A ..A 

(A).. A G .G. ..A C 

Des bacteries hebergeant les susdits clones DG 
30 199 et DG 307 ont ete deposees a la Collection Nationale 
des Cultures de Microorgranismes de 1 ' Institut Pasteur de 
Paris (CNCM)r le 22 juillet 1986 respectivement sous les 
numeros" 1-580 et 1-581. Des bacteries DG 145 ont ete 
deposees le 15 septembre 1986 sous le numero 1-606. 

35 
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REVENDICATI0N5 

1. Molecule, ou composition polypeptidique , com- 
portant au moins une sequence peptidique porteuse d'un, 
ou plusieurs, epitope caracteristique d'une proteine 

5 produite dans les hepatocytes infectes par P. falcipa- 
rum , caracterisee en ce que cette sequence peptidique 
est representee par la formule : 

Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu- 
Gln-Glu-Arg 
10 dans laquelle : 

X est "Glu" (sequence peptidique I), ou "Gly" 
(sequence peptidique II). 

2. Molecule selon la revendication 1, caracte- 
risee en ce qu'elle est constituee d ' un peptide monomere 

15 contenant 17 acides amines, ce peptide contenant I'une 
ou 1* autre des deux susdites sequences I et II, 

3. Molecule selon la revendication 1, ou la re- 
vendication 2, caracterisee en ce qu'elle est constituee 
par un peptide de 17 acides amines dont la structure 

20 correspond a l*une ou 1' autre des deux susdites sequen- 
ces I et II . 

4. Molecule selon la revendication 1, caracte- 
risee en ce qu'elle contient plusieurs sequences pepti- 
diques repetitives correspondant a 1 ' une ou 1 ' autre seu- 

25 lement, ou aux deux sequences I et II sus-indiquees . 

5. Molecule derivee de celle selon 1 ' une quel- 
conque des revendications 1 a 5, par 1 ' intermediaire 
d'une permutation circulaire, notamment choisie parmi : 

30 Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln- 
Glu-Arg-Leu 

Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu- 
Arg-Leu-Ala 
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Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg- 
Leu-Ala-Lys 

Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu- 
5 Ala-Lys-Glu 

Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala- 
Lys-Glu-Lys 

TO Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys- 
Glu-Lys-Leu 

X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu- 
Lys-Leu-Gln 

15 

Gln-Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys- 
Leu-Gln-X- 

Gln-Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu- 
20 Gln-X-Gln 

Ser-Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln- 
X-Gln-Gln- 

25 Asp-Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X- 
Gln-Gln-Ser- 

Leu-Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-ala-Lys-Glu-Lys-Leu-GIn-X-Gln- 
Gln-Ser-Asp 

30 

Glu-Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln- 
Ser-Asp-L^u 

Gln-Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser- 
35 Asp-Leu-Glu 
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Glu-Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp- 
Leu-Glu-Gln 



5 Arg-Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu- 
Glu-Gln-Leu 

dans lesquels X est un residu Glu ou Gly 

6. Molecule salon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a S, caracterisee en ce qu'elle est constituee 

10 par un oligomere d'une ou des deux sequences peptidiques 
I et II sus-indiquees . 

7. Molecule selon l*une quelconques des revendi- 
cations 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle est fixee a un 
support . 

15 8, Composition immunogene caracterisee par 1* as- 

sociation d'une molecule conforme a I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

9. Composition de vaccin dirigee contre le palu- 
20 disme, contenant entre autres principes immunogenes, une 

molecule conforme a 1 * une quelconque des revendications 
1 a 7. 

10. Sequence de nucleotides codant pour une ou 
1* autre des sequences peptidiques I et II definies dans 

25 la revendication 1 , 

1 1 . Methode de diagnostic in vitro du paludisme 
Chez un individu susceptible d'etre infecte par P . 
falciparum qui comprend la mise en contact d * un tissu ou 
d'un fluide biologique preleve chez un individu avec une 

30 composition polypeptidique selon les revendications 1 a 
10 dans des conditions permettant une reaction immunolo- 
gique in vitro entre ladite composition polypeptidique. 
et les anticorps eventuellement presents dans le tissu 
biologique, et la detection in vitro du complexe anti- 

35 gene-anticorps eventuellement forme. 
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12. Coffret ou kit pour le diagnostic in vitro 
du paludisme chez un individu susceptible d'etre infecte 
par P. falciparum qui comprend : 

une composition polypeptidique selon les re- 
5 vendications 1 a 10, 

les reactifs pour la constitution du milieu 
propice a la realisation de la reaction immunologique, 

les reactifs permettant la detection du com- 
plexe antigenes-anticorps produit par la reaction im- 
10 munologique *. De tels reactifs peuvent egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus a leur. 
tour par un reactif marque, plus particulierement dans 
le cas ou la composition polypeptidique sus-mentionnee 
n'est pas marquee. 
15 13- Les anticorps, polyclonaux ou monoclonaux, 

qui reconnaissent specif iquement les sequences pepti- 
diques selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 5 . 

14- Les ADNs codant pour les polypeptides selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 5. 
20 .15. Les ADNs recombinants contenant 1 ' un au 

moins des ADNs de la revendication 14. 



25 



30 



35 
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